. I� ������ k������������, 1,25(OH) 2 D 3 ����b��� p����f������� ��� �������� ��ff����������� (6) . T�������p������ profiling has shown that in this cell type, vitamin D induces genes �������� �� ��ff�����������, p����f������� ��� ���u�� ���p���� (7) , u����������g ��� ��p������� �f ������� D ��g�����g �� k����������� p�������g�. S�u���� �f �����g���� ������ ������ ���� fu����� �ub���������� ��� ��p������� �f ������� D ��g�����g �� k����������� p����p�������g�. VDRE-�u�� ���� ����������� ���u��� �p������� ��ff����������� (8) , ��� ��� ��������� �� �������� �������g�� ��� UV-���u��� �������-g������ (9, 10) , �ugg�����g � p�������� �u���-�upp������� ���� f�� VDR (11) . M��� w��� k���k�u� �f ��� CYP27B1 g��� ���� ����f��� ��������� �p������� ��ff����������� (12) .
T���� ��� b��� ���������b�� �������� �� ��� ���� ��� ������-bu���� �f ������� D �� ���� ������, ����u���g �� p�������� ����� �� p���������� ������� (13) T� ���u�� ���� �p�������� ���p����� ��� ���p�����, w� u��� ��� �������� �������g�� 4-�����qu������� 1-����� (4NQO), �� p�����u��� ������b�� (18) . A ����� �f 5 C57BL/6 ����, �pp����-������ 6 ������ ���, w��� ������� w��� 4NQO (100 pp�, ��������� ��� ��� ����k��g w����) f�� � p����� �f 8 w��k�. F����w��g ��� �������g�� ��������� p�����, ���� w��� f�� w��� ������ w���� f�� 16 w��k�. T���ug� ��� ������ ��p��������� p�����, ���� w��� f�� w��� �������� ������ �����, ��p���� �� ����������f����. A� ��� ��� �f ��� ��p��������� p�����, ���� w��� �u�����z�� ��� ��� ���gu�� �������� f�� ��� g���� ���p����g���� ������������, ��� p�������� f�� �������g���� ����������� �� ������b�� �b���.
A����� ��p������������ w�� �����w�� ��� �pp����� b� ��� ������u������ ������ ���� ��� u�� ���������� �� ��� U��������� �f C���f����� (L�� A�g����, CA).
Biochemical measurements. F����w��g ����������, b���� w�� ��p������ ���� ���u� ��� u��� �� ����u�� 25OHD 3 , u���g � ���������� ELISA k�� ��������g �� ��� ���uf���u���'� �����u�-����� (I��u�����g������ S������ I��, F�u����� H����, AZ). T���� ���u� �����u� w�� ����u��� u���g ��� ������p�������� ���p������ ������ u���g � ���������� k�� ��������g �� ��� ���uf���u���'� �����u������ (S���b�� L�b�������, B�����, TX). 
Results

Knockdown of VDR enhances oral keratinocyte proliferation.
T� ������� ��� ���� �f VDR �� ��gu�����g ���� k����������� p�������g�, w� u��� ����������-b���� ��RNA �� �b���� ��� fu��-���� �f VDR �� OKF6-TERT1 �����. W� u��� ����� ��RNA ������u��� �� ���g�� ����� �������� ��g���� �f ��� �u��� VDR ��������p� (T�b�� I). S��b�� ������u��� ����� (OKF6-VDRKO) w��� �������� b� pu������� ���������. W������ b��� �������� confirmed an almost complete absence of VDR protein levels �� ��� VDRKO ����� ���p���� w��� �������, �����b��� ��RNA ������u��� ����� (OKF6-S��, F�g. 1A).
We assayed cell proliferation in first passage OKF6-VDRKO ��� OKF6-S�� �����, u���g ��� C�qu��� ���� p����f������� assay. VDR knockdown significantly enhanced cell proliferation (Fig. 1B, p≤0 .0001). Numbers of VDR knockdown cells ��������� 2.4-f��� ��� 4.3-f��� �� ���� 2 ��� 3, ���p��������. I� ��������, �u�b��� �f �����b��� ��RNA-������u��� ������� ����� ��������� ���� 1.6-f��� ��� 1.9-f��� f�� ��� ���� ���� ���������. A������� �f ���� ����� ������bu���� ���w�� � significant increase in the proportion of cells in the S phase in OKF6-VDRKO ����� (p<0.05, F�g. 1C). T�u�, b���k��g VDR function significantly enhanced cell proliferation.
G���� ��� �������� p����f������� �� VDR k���k��w� �����, w� �����z�� ��p������� �f ������ D1, � k�� ��gu����� �f ��� G1-S p���� �f ��� ���� �����. B���� ������ �f ������ D1 �RNA and protein were significantly higher in OKF6-VDRKO cells. C��p���� w��� ������� �����, VDR k���k��w� ���u���� �� a 2.3-fold increase in cyclin D1 mRNA (Fig. 2A, p≤0. A� ��� ��� �f ��� 4-����� ������� ����pu������, ��� ���� �u���� �� ���� f��� b��� ������� g��up� w�� ���p��-��g������ ������, ��� ����� w�� �� �������� �f ��� w���� p������ �� g��w�� �� �ugg��� p�����p������ �� ���p������ �������. H������g���� ����������� �f ��� ���gu�� �������� ������ �p�������� ���������u�� �� b��� g��up�, w��� �� �������� �f �u����� ���p��, �p�������� ���p����� �� ���p�����.
I��u��������������� ��������� �f p����f������� ���k�� ���w�� � ������� p������ �f �������g �� ��� ���� �p������u� f��� b��� ������� g��up�, w��� ���u������������ b���g ���������� p������������ �� ��� b���� ���� ����� (F�g. 5B). T�� K�67 ��b����g ����� w�� ��������� �� ��� �p������� �f mice from the vitamin D-deficient dietary group (Fig. 5C,  p<0 .05). A����ug� ��� ��g���u�� �f ���� �������� w�� ������ (approximately 16% increase), it was consistently noted in all of the vitamin D-deficient diet mice. (14, 15) . A����ug� �u�� associations do not demonstrate a causal effect, our finding of vitamin D-deficiency induced increased oral epithelial prolif-������� ������ ��� p����b����� ���� ������ �f ��w���� 25OHD ��� ������bu��, �� ����� �� p���, �� ��� ������p���� �f OSCC. W� ��� ����� g��up� ���� ������p�� ������ ������ �f ���� �������g������ (18, 22) . I� w�u�� b� ����������g �� u�� �u�� ������ �� ������� w������ ������� D-��f������� ���p��-���� w��� �������� �������g��� �� ����� g������ ����������� �� ���u���� OSCC ���k. S�����, ��� ������p���� �f OSCC �� �f��� p������� b� � ����������-�������b�� p���������u� ������. Su�� ������� ����f��� �����u� ��g�� �f �p�������� ���p�����. H�w����, ���� � �ub��� �f �u�� ���p������ ������� p��g���� �� OSCC, ��� ��� g������ ��� ������������� f������ ���� influence this transition are not well understood. To that end, ����u����� �f ��� �ff���� �f ������� ������� D �� ���� ���������� w��� ���� ��p������ ��p��������� �� ��� ����g����� �f OSCC.
Increased VDR expression in human and
W� f�u�� ���� VDR ��p������� w�� ��������� �� �u��� OSCC, �� w��� �� �� �u���� ��������-�������g�� ���u��� OSCC. G���� ��� �ff���� �f VDR �� �������g ���� p����f���-����, �� w��� �� ��� pu������ �u���-�upp������ ���� �� ��� �k��, �� ������������ b� ������ ��u���� (9,10), ���� ��������� VDR ��p������� �� ��� ���p����� ����� p����������. H�w����, ��������� VDR ��p������� ��� ���� b��� �b������ �� ����� ����g������� (23) (24) (25) . VDR ��p������� �� ������ ���� �p����-lium is confined to the basal cell layer, which represents the �p�������� ���p������� w��� p����f������g �����. T�u�, ��� ��������� VDR ��p������� �� ��� p��-���p������ ��� ���p������ ����u�� ��� b� ��f������� �f ����� ��������� p����f������� �����, �� p����p� � ���p�������� �������� �ub��qu��� �� ��� �������� ���� p����f������� ���� ������ ���p������ ������p����. Ou� ���� �� ��� �u�� �u� ��� p������� �f �����������g �u��-tions in the VDR gene in these neoplasms. Although specific p������p����� �f ��� VDR g��� ���� b��� ���������� w��� � ������� �f ������� (26) , VDR �u������� ���� ��� b��� ��p����� �� �u��� ���p�����. F�� ����p��, �������� �f p���������� �������� ���w�� �� �u������� �� ��� �����g ��g���� �f ��� VDR g��� (27) .
I� �u�����, �u� ���� ����������� � ��u���� ���� f�� ������� D ��g�����g �� ��gu�����g ���� k����������� p����-physiology. A notable and novel finding of our study is that ��������� ���u� 25OHD �������������� ������� ���� �p����-lial proliferation. Given the widespread vitamin D-deficiency in humans, our findings have important implications for the ������p���� ��� p��g������� �f �u��� OSCC.
